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Lactobacillus casei is a species that is often used as a probiotic but is not resistant to very 
acidic environments. Microencapsulation in this study was carried out using the extrusion 
method with a matrix of sodium alginate concentrations of 2%, 3%, and 4%. The three 
concentrations of sodium alginate were tested for their ability to protect Lactobacillus casei 
ATCC 393 from the effects of gastric acid simulation fluid. From the viability test, the results 
of enumeration of cells in the concentration of sodium alginate 2%, 3% and 4% were 3.08 x 
106 colonies / gram; 7.41 x 104 colonies / gram; and 1.01 x 107 colonies / gram. The three 
MLNs with the three concentrations were incubated in gastric acid simulation fluid (0.08 M 
HCl; 0.2% NaCl; pH 1.5) for 120 minutes. The enumeration results of MLN viability after 
testing the gastric acid liquid at a concentration of 4% were 4.5 x 103 colonies / gram, 
whereas at a concentration of 2% and 3% the viability value was <25 colonies / gram (did 
not meet the requirements for bacterial cell calculations). These results indicate that MLN at 
a concentration of 2% and 3% has not been able to maintain bacterial cells contained in the 
sodium alginate matrix, while 4% MLN is only able to maintain 0.04% of the number of 
encapsulated cells after incubation in simulating gastric acid. 
Keywords:  microencapsulation, L. casei ATCC 393, extrusion, simulation of gastric acid, 
MLN (Lactobacillus casei microencapsulation with Sodium Alginate). 
Abstrak 
Bakteri Lactobacillus casei merupakan salah satu spesies yang sering digunakan sebagai 
probiotik namun tidak tahan terhadap lingkungan yang sangat asam. Mikroenkapsulasi pada 
penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode ekstrusi dengan matrik natrium 
alginat konsentrasi 2%, 3%, dan 4%. Ketiga konsentrasi natrium alginat tersebut diuji 
kemampuannyamelindungi Lactobacillus casei ATCC 393 dari pengaruh cairan simulasi 
asam lambung.Dari pengujian viabilitas, didapatkan hasil enumerasi sel dalam 
konsentrasimatrik natrium alginat 2%, 3% dan 4% berturut-turut adalah 3,08 x 106 
koloni/gram; 7,41 x 104koloni/gram; dan1,01 x 107 koloni/gram. Ketiga MLN dengan ketiga 
konsentrasi tersebut diinkubasi pada cairan simulasi asam lambung (0,08 M HCl; 0,2% NaCl; 
pH 1,5) selama 120 menit. Hasil enumerasi viabilitas MLN setelah pengujian simulasi cairan 
asam lambung pada konsentrasi 4% adalah 4,5 x 103 koloni/gram, sedangkan pada 
konsentrasi 2% dan 3% nilai viabilitasnya <25 koloni/gram (tidak memenuhi syarat 
perhitungan sel bakteri). Hasil tersebut menunjukkan bahwa MLN pada konsentrasi 2% dan 
3% belum mampu mempertahankan sel bakteri yang terkandung didalam matrik natrium 
alginat, sedangkan MLN 4% hanya mampu mempertahankan 0,04% dari jumlah sel yang 
terenkapsulasi setelah diinkubasi dalam simulasi cairan asam lambung. 
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Probiotik didefinisikan sebagai 
mikroorganisme hidup, yang jika diberikan 
atau dikonsumsi dalam jumlah tertentu 
akan memberikan manfaat kepada inang. 
Menurut Federasi Susu Internasional, nilai 
minimum bakteri hidup yang harus 
dipenuhi sekitar 1x107 koloni/gram dalam 
sediaan probiotik [1]. Sifat-sifat yang harus 
dimiliki bakteri probiotik agar efektif 
menghasilkan nutrisi dan efek terapetik 
adalah dapat bertahan hidup, artinya 
bakteri yang dikonsumsi harus bertahan 
sampai usus kecil dan melewati asam 
lambung, sehingga bakteri harus dapat 
bertahan pada pH yang sangat rendah [2]. 
 
Kelompok bakteri spesies Lactobacillus 
sp. merupakan bakteri asli pada 
pencernaan manusia, sehingga menjadi 
pilihan utama produk probiotik [3] dan 
Lactobacillus casei merupakan salah satu 
spesies yang sering digunakan sebagai 
probiotik karena merupakan bakteri non-
patogen dan aman. Manfaat dari 
Lactobacillus casei diantaranya dapat 
mengurangi tingkat keparahan dan waktu 
diare, dan merangsang sistem kekebalan 
tubuh usus [4] namun, Lactobacillus sp. 
memiliki kelemahan dalam 
mempertahankan diri di lingkungan yang 
sangat asam, di cairan empedu, serta 
pada suhu yang tinggi [5]. Nilai pH 
optimum yang dapat ditoleransi 
Lactobacillus casei berada di kisaran 3-5 
[6].  
 
Probiotik yang beredar di pasaran dalam 
bentuk sediaan cair memiliki kekurangan, 
diantaranya kurang efisien dalam hal 
stabilitas saat penyimpanan maupun 
dalam pengemasan [7], disamping itu 
kemungkinan untuk ditumbuhi bakteri lain 







serbuk. Oleh karena itu, perlu dibuat 
dalam bentuk sediaan padat [8]. Selain itu, 
produk suplemen probiotik dalam bentuk 
padat, beberapa tahun terakhir 
mengalami peningkatan.  
 
Berdasarkan masalah diatas, produk 
probiotik dapat digunakan dengan cara 
enkapsulasi bakteri. Enkapsulasi bakteri 
juga merupakan suatu cara yang dapat 
melindungi dan membawa 
mikroorganisme sampai ke usus [9]. 
Mikroenkapsulasi dengan bead 
hidrokoloid telah di uji dapat meningkatkan 
viabilitas probiotik di dalam makanan dan 
saat di saluran pencernaan [5] [10]. 
Mikroenkapsulasi membantu 
ketidakstabilan inti di lingkungan, 
meningkatkan stabilitas, dan 
memperpanjang umur simpan inti [11]. 
 
Alginat merupakan bahan yang sering 
digunakan pada enkapsulasi probiotik. 
Bead alginat telah diuji dapat 
meningkatkan ketahanan hidup probiotik 
80-95% [12]. Preparasi bead alginat 
sebagai matrik bakteri, dapat dilakukan 
dengan cara ekstrusi dan emulsi [13]. 
 
Penggunaan ekstrusi sebagai metode 
enkapsulasi bakteri memiliki beberapa 
keuntungan, diantaranya metode ekstrusi 
merupakan metode yang mudah dan 
murah dalam pengoperasian, 
memberikan viabilitas yang tinggi pada 
bakteri, dan tidak merusak sel probiotik 
seperti halnya ketika menggunakan teknik 
spray-drying [9], oleh karena itu tujuan dari 
penelian ini adalah untuk mengetahui 
pengaruh konsentrasi natrium alginat 
terhadap viabilitas bakteri Lactobacillus 
casei ATCC 393 di dalam cairan asam 
lambung dengan metode ekstrusi. 
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Autoklaf digital (ALP,Jepang), Inkubator, 
shaker incubator, lemari pendingin 
(Sanyo,Jepang), coloni counter (Rocker), 
laminar air flow (Ogawa Seiki, Jepang), 
digimatic micrometer (Mitutoyo, 




Bakteri Lactobacillus casei ATCC 393 (PT. 
DIPA), Natrium alginat (Shadong Bio-
Technologi), CaCl2 (0,2 M), medium MRS 
agar (Oxoid), medium MRS broth (Oxoid), 




Kultivasi Bakteri dan Pembuatan 
Suspensi Bakteri 
 
Sebanyak 1 ose biakan bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 yang 
diambil dari MRS agar, diinokulasi pada 
10 ml MRS broth dan diinkubasi pada 
suhu 37oC selama 24 jam. Hasil biakan 
bakteri dipindahkan ke dalam 100 ml MRS 
broth dan diinkubasi pada suhu 37oC 
selama 24 jam yang digunakan untuk 
produksi sel bakteri [14] [15, dengan 
modifikasi]. Biakan dipanen dengan 
sentrifugasi 4400 rpm selama 10 menit 
pada suhu 4oC [5]. Kemudian dilakukan 
pencucian sebanyak 2x dengan larutan 




Sebanyak 50 ml suspensi bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 dicampur 
homogen dengan 50 ml larutan natrium 
alginat konsentrasi 4%, 6%, dan 8%, 
sehingga konsentrasi akhir campuran 
menjadi 2%, 3%, dan 4%, menggunakan 
magnetic stirrer kemudian disterilisasi 
dengan autoklaf pada suhu 121oC selama 
15 menit. Campuran homogen 
dimasukkan ke dalam jarum suntik no. 30 
G dan diteteskan ke dalam beaker glass 
yang berisi larutan CaCl2 0,2 M. Bead sel 
amobil yang terbentuk didiamkan selama 
30 menit di dalam larutan, kemudian 
dipisahkan dan dicuci dengan larutan 
NaCl 0,9% steril [16]. Bead yang terpisah 
disaring dengan kertas saring dan 
dipindahkan ke cawan petri kemudian 
disimpan dalam kulkas. 
 
Efisiensi Enkapsulasi (%) 
 
Efisiensi enkapsulasi dapat dirumuskan 
sebagai berikut (Adrianto, 2011) : 
Efisiensi enkapsulasi (%) = 
P x Q
R
 x 100% 
 
P =  populasi Lactobacillus per gram beads  
       (koloni/gram). 
Q = massa beads yang dihasilkan dari total 
       suspensi biopolimer-sel yang 
       digunakan (gram). 
R =  total Lactobacillus di dalam suspense 
       biopolimer-sel (CFU). 
 
Enumerasi Bakteri Setelah Enkapsulasi 
 
MLN enkapsulasi bakteri dari masing-
masing konsentrasi natrium alginat 
diambil 1 gram dan ditambahkan 9 ml 
larutan bufer fosfat (pH 6,9) dan divorteks 
selama 30 menit sehingga terbentuk 
suspensi dari masing-masing konsentrasi 
natrium alginat. Suspensi yang terbentuk 
diatas, didiamkan selama 15 menit pada 
suhu ruangan (20-25oC) dengan tujuan 
melarutkan bead [11]. Enumerasi bakteri 
dilakukan dengan menggunakan metode 
Total Plate Count (TPC). Bakteri pada 
medium MRS broth yang didapat dari 
suspensi bakteri diatas, diambil sebanyak 
1 ml kemudian dilarutkan dalam NaCl 
steril 0,9% steril 9 ml dan dihomogenkan 
menggunakan vorteks selama 30 detik 
(Pengenceran 10-1). Kemudian dilakukan 
seri pengenceran sampai koloni yang 
terdapat dalam cawan petri 25-250 koloni 
[6] dan dilakukan enumerasi pada 3 seri 
pengenceran terakhir. Sebanyak 0,1 ml 
dari 3 seri pengenceran terakhir diambil 
kemudian disebarkan dengan mikropipet 
ke permukaan MRS agar dalam cawan 
petri dengan tiga pengulangan dan 
diratakan. Biakan kemudian diinkubasi 
selama 72 jam pada suhu 37oC.  
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Perhitungan jumlah total koloni dengan 
rumus [17] [18] : 
 
𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖/𝑔𝑟𝑎𝑚 =
𝑟𝑎𝑡𝑎 − 𝑟𝑎𝑡𝑎 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑖 𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑝𝑒𝑡𝑟𝑖 𝑥 𝑓𝑝
  
 
Uji Viabilitas Setelah Inkubasi dalam 
Simulasi Asam Lambung 
 
MLN diambil 1 gram dan ditempatkan di 
tabung reaksi yang berisi 10 ml cairan 
simulasi asam lambung. Kemudian 
diinkubasi pada suhu 37oC selama 2 jam. 
Setelah itu, MLN diambil dan 
didepolimerisasi kemudian dilakukan 




Data perbandingan diameter pada 
konsentrasi enkapsulasi bakteri dianalisis 
secara statistik dengan menggunakan 
perangkat lunak SPSS 16.0 for windows 
dengan metode One Way Repeated 
Measures ANOVA. Metode paired sample 
t-test dilakukan untuk membandingkan 
data diameter masing-masing konsentrasi 
MLN sebelum dan sesudah enkapsulasi 
dengan matrik natrium alginat. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Viabilitas Lactobacillus casei ATCC 
393 Sebelum Enkapsulasi 
 
Enumerasi dilakukan terhadap suspensi 
bakteri, setelah enkapsulasi, dan setelah 
dilakukan pengujian terhadap simulasi 
cairan asam lambung. Hasil enumerasi 
menunjukkan jumlah sel bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 pada 
suspensi sebelum dilakukan 
mikroenakapsulasi menggunakan natrium 
alginat adalah 1,02 x 108 koloni/ml (8,001 
log koloni/ml) untuk suspensi konsentrasi 
2% dan 4%, dan 8,2 x 107 koloni/ml (7,914 






Organoleptis Enkapsulasi Matrik 
Natrium Alginat Sebelum dan Sesudah 
Ditambahkan Suspensi Lactobacillus 
casei ATCC 393 
Secara fisik, bentuk MLNketiga 
konsentrasi natrium alginat tanpa bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 memiliki 
bentuk bulat, berwarna putih keruh, dan 
berbau amis laut. Hasil pengamatan 
organoleptis pada enkapsulasi bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 setelah 
ditambahkan sel bakteri berbentuk oval 
hingga bulat dan berwarna putih keruh. 
Enumerasi Bakteri dalam Matrik 
Enkapsulasi 
 
Hasil enumerasi bakteri setelah 
enkapsulasi dapat dilihat pada tabel 1.  
 
Tabel 1. Hasil Pengukuran Viabilitas  
Lactobacillus casei ATCC 393 Terenkapsulasi  
pada Berbagai Konsentrasi Alginat 
 
Hasil viabilitas sel bakteri setelah proses 
enkapsulasi pada konsentrasi 2%, 3%, 
dan 4% dapat dilihat pada Tabel 1. Jumlah 
sel bakteri yang dienkapsulasi natrium 
alginat 4% lebih banyak dibandingkan 
dengan jumlah sel bakteri yang 
dienkapsulasi menggunakan natrium 
alginat 2% dan 3%. Hal ini disebabkan 
karena efisiensi enkapsulasi meningkat 
secara signifikan dengan meningkatnya 
konsentrasi biopolimer [19]. Efisiensi 
penjerapan bakteri Lactobacillus casei 
ATCC 393 di dalam MLN bervariasi antara 
0,06% sampai 9,61% dengan efisiensi 
penjerapan tertinggi pada MLN 
konsentrasi 4%. Efisiensi penjerapan 
bakteri Lactobacillus casei ATCC 393 di 














5 x 106 
3,08 x 106 
1,15 x 106 
3% 
3,32 x 104 
7,41 x 104 
1,15 x 105 
4% 6,9 x 105 1,01 x 107 
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yang sangat kecil. Hal ini kemungkinan 
disebabkan oleh suspensi yang 
ditambahkan ke dalam matrik natrium 
alginat, 50 ml, terlalu banyak. 
 
Pengujian Viabilitas Lactobacillus 
casei ATCC 393 Setelah 
Mikroenkapsulasi dan Setelah Uji 
Simulasi Asam Lambung 
 
Hasil enumerasi bakteri setelah MLN 
diinkubasi pada simulasi cairan asam 
lambung dapat dilihat pada tabel 2. 
Jumlah sel bakteri pada konsentrasi 
natrium alginat 2% menurun dari 3,08 x 
106 koloni/gram menjadi <25 koloni/gram 
(nilai tidak memenuhi syarat yang 
diperbolehkan untuk menghitung sel 
bakteri). Jumlah sel bakteri pada 
konsentrasi natrium alginat 3% menurun 
dari 7,41 x 104 menjadi <25 koloni/gram 
(nilai tidak memenuhi syarat yang 
diperbolehkan untuk menghitung sel 
bakteri). Bakteri Lactobacillus casei ATCC 
393 masih dapat memenuhi syarat 
perhitungan sel bakteri pada konsentrasi 
natrium alginat 4% meskipun terjadi 
penurunan 99,96% dari jumlah sel 
sebelum diinkubasi pada simulasi cairan 
asam lambung, yaitu 1,01 x 107 
koloni/gram menjadi 4,5 x 103 koloni/gram. 
 
Tabel 2. Hasil Pengukuran Viabilitas 
Lactobacillus casei ATCC 393 Terenkapsulasi 
pada Berbagai Konsentrasi Alginat 
SetelahDiinkubasi pada Simulasi Cairan Asam 
Lambung 
Penurunan jumlah sel bakteri pada 
konsentrasi MLN 2% dan 3%mungkin 
disebabkan kepadatan bakteri pada 
suspensi awal yang terlalu sedikit dan 
waktu penyimpanan yang terlalu lama dari 
setelah dilakukan proses enkapsulasi 
sampai dilakukan uji simulasi asam 
lambung yang dapat menurunkan jumlah 
sel Lactobacillus casei ATCC 393 secara 
drastis. Penelitian lebih lanjut mengenai 
enumerasi MLN di ketiga konsentrasi 
setelah disimpan selama 4 minggu 
seharusnya dilakukan untuk mengetahui 
pengaruh masa penyimpanan terhadap 
jumlah sel bakteri di dalam matrik natrium 
alginat. Hasil persentase efisiensi 
penjerapan bakteri Lactobacillus casei 
ATCC 393 juga sangat kecil yang 
mungkinmenyebabkan viabilitas pada 
konsentrasi enkapsulasi matrik natrium 
alginat 2% dan 3% setelah diinkubasi 
dengan simulasi asam lambung tidak 
dapat memenuhi syarat yang 
diperbolehkan untuk menghitung sel 
bakteri (<25 koloni/gram). 
 
Hal lain yang dapat menurunkan jumlah 
sel bakteri ketiga konsentrasi MLN pada 
uji simulasi asam lambung adalah asam 
seperti HCl yang ditemukan dalam 
lambung manusia merupakan oksidator 
kuat sehingga dapat mengoksidasi dan 
mengganggu senyawa biomolekular 
penting di dalam sel [20]. 
 
Membran kalsium alginat mudah 
terdegradasi dengan cepat pada pH 
rendah dan kehilangan kestabilannya jika 
terdapat senyawa pengkelat seperti fosfat, 
laktat dan sitrat [10]. Terdegradasinya 
kalsium alginat dapat menyebabkan sel 
keluar ke lingkungan. 
KESIMPULAN DAN SARAN 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil yang diperoleh dari 
penelitian ini, dapat disimpulkan sebagai 
berikut: 
1. Berdasarkan nilai viabilitas sel bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 pada 


























4,5 x 103 
4,5 x 103 
4,5 x 103 
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dengan tiga konsentrasi, yaitu 2%, 
3%, dan 4% disimpulkan bahwa 
Lactobacillus casei ATCC 393 dalam 
matrik dengan nilai viabilitas: 1,01 x 
107 koloni/gram untuk konsentrasi 4%, 
3,08 x 106 koloni/gram untuk 
konsentrasi 2%, dan 7,41 x 
104koloni/gram untuk konsentrasi 3%. 
2. Setelah diinkubasi dalam simulasi 
cairan asam lambung, matrik natrium 
alginat 4% masih dapat 
mempertahankan sel bakteri 
Lactobacillus casei ATCC 393 dengan 
jumlah sel, yaitu 4,5 x 103koloni/gram 
meskipun mengalami penurunan 
viabilitas sel sebesar 99,96% dari 
sebelum diinkubasi. Kedua 
konsentrasi lainnya, yaitu 2% dan 3% 
belum mampu mempertahankan sel 
bakteri Lactobacillus casei ATCC 393 
dalam cairan simulasi asam lambung. 
 
SARAN 
Perlu dilakukan optimasi metode dan 
penambahan penyalut yang optimum 
sehingga menghasilkan mikroenkapsulasi 
dengan efisiensi penjerapan yang lebih 
baik lagi dan dapat mempertahankan 
jumlah sel bakteri Lactobacillus casei di 
dalam asam lambung. 
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